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TITULO DE LA INVENCION 



ADPglucosa pirof osf atasa vegetal, procedimiento de obten- 
cion, uso en la fabricacion de dispositivos de ensayo y en 
+s 5 la obtencion de plant as transgenicas. 



SECTOR DE LA TECNICA AL QUE SE RE F I ERE LA INVENCION 

La invencion se refiere al sector de la obtencion, purifi- 
10 cacion y caracterizacion de isoformas del enzima ADPglucosa 
pirof osf atasa (AGPPasa) , tambien llamada ADPglucosa fosfo- 
diesterasa, y a las aplicaciones de este enzima en la 
determinacion de niveles de azucares -nucleosidos , y de 
sulf onucleotidos y la obtencion de plantas transgenicas en 
15 las que se sobreexpresa el gen de la AGPPasa dando lugar a 
plantas con reducido contenido en almidon y alt a 
resistencia a salinidad. 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

20 

El almidon const ituye la forma principal de almacenamiento 
de carbohidratos en los vegetales. Se acumula en grandes 
cantidades en organos tales como semillas (trigo, cebada, 
maiz, guisante, etc.) y tuberculos (patata y batata entre 

25 otros) , y es un const ituyente fundamental de la dieta del 
ser humano. Por otro lado, el almidon es un polimero utili- 
zado f recuentemente en las industrias papelera, cosmetica, 
farmaceutica y alimentaria, y tambien se utiliza como 
componente fundamental para la fabricacion de plasticos 

30 biodegradables y pinturas de bajo impacto medioambiental . 
Otro polisacarido, la celulosa, es un componente funda- 
mental de la pared celular de las plantas, la cual const i- 
tuye la materia prima fundamental en procesos industriales 
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tan importantes como el de la produccion de papel . Conse- 
cuentemente, el estudio de los procesos implicados en la 
sintesis de estos polimeros de glucosa constituye un tema 
priori tario en diversos ambitos de la produccion indus- 
trial . 

■ 

El UDPglucosa (UDPG) es el precursor fundamental de la 
biosintesis de la celulosa y de polisacaridos de pared 
celular. Por otro lado, el ADPglucosa (ADPG) es el 
precursor universal de la biosintesis del almidon en 
tejidos de reserva de la planta. Su concentracion en la 
celula resulta defeerminante para la cantidad y calidad del 
almidon producido por la planta. Las reflexiones acerca de 
los factores que gobiernan los niveles endogenos de ADPG en 
la celula vegetal han girado fundamentalmente en torno a 
sus enzimas sintetizadores, tales como la ADPG 
pirofosforilasa (AGPasa) y la Sacarosa sintasa (Preiss f 
(1988) "Biosynthesis of starch and its regulation' 9 . The 
Biochemistry of Plants. Vol. 14, Academic Press, New York, 
pp. 182-249; Po zuet a -Romero , J., Perata, P., Akazawa, T. 
(1999) "Sucrose-starch conversion in heterotrophic 
tissues". Crit. Rev. Plant. Sci. 18, 489-525). Sin embargo, 
poco se ha invest igado en relacion con la maquinaria 
responsable de la degradacion de este azucar-nucleot ido 
(Feingold, D.S., Avigad, G. (1980) "Sugar trasnf ormation in 
plants". The Biochemistry of Plants. Vol. 3, Stumpf, P.K. 
and Conn, E.E. eds . Academic Press, New York, pp. 101-170) . 
Existen indicios de que tanto bacterias como mamiferos 
disponen de una maquinaria enzimatica capaz de hidrolizar 
azucares-nucleotidos tales como el ADPG y el UDPG (Melo, 
A., Glaser, L. (1966) "Nucleotide diphosphate hexose 
pyrophosphatases". Biochem. Biophys . Res. Commun. 22, 524- 
531; Bessman, M.J., Frick, D.N. , O'Handley, S.F. (1996) 
"The MutT proteins or Nudix hydrolases, a family of 
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versatile, widely distributed housecleaning enzymes". J. 
Biol. Chem. 271, 25059-25062; Rodriguez, P., Bass, S.T., 
Hansen, R.G. (1968) "A pyrophosphatase from mammalian 
tissues specific for derivates of ADP" . Biochim. Biophys . 
5 Acta. 167, 199-201; Gasmi , L. , Cartwright , J.L., McLennan, 
A.G. (1999) "Cloning, expression and characterization of 
YSA1H, a human adenosine 5 " -diphosphosugar pyrophosphatase 
possessing a MutT motif" . Biochem. J. 331-337) . En plantas, 
tal tipo de actividad ha sido escasamente descrito en la 

10 literatura (Rodriguez-Lopez, M. , Baro j a-Fernandez , E., 
Zandueta-Criado, A., Pozuet a -Romero, J—. (2000) V Adenosine 
diphosphate glucose pyrophosphatase: a plastidial 
phosphodiesterase that prevents starch biosynthesis". Proc . 
Natl. Acad. Sci . , 97, 8705-8710; Baro j a-Fernandez , E. , 

15 Zandueta-Criado, A., Rodriguez -Lopez , . M. , Akazawa, T. , 
Pozueta- Romero, J. (2000) w Distinct isoforms of ADPglucose 
pyrophosphatase and ADPglucose pyrophosphorylase occur in 
the suspension-cultured cells of sycamore (Acer 
pseudoplatanus L . ) . FEBS Lett. 480, 277-282; Rodriguez- 

20 Lopez, M . , Baroj a- Fernandez, E., Zandueta-Criado, A., 
Moreno-Bruna , B., Mufioz, F.J., Akazawa, T. , Pozuet a -Romero, 
J. (2001) "Two isoforms of a nucleotide -sugar 
pyrophosphatase/phosphodiesterase from barley leaves 
(Hordeum vulgare L.) are distinct oligomers of HvGLPl, a 

25 germin-like protein" . FEBS Lett, (en prensa) . 

En diversas industrias, el almidon constituye un agente 
viscosizante y gelificante de primera necesidad. La biosin- 
tesis del almidon en la celula vegetal a partir del , ADPG 
tiene lugar en el compartimento subcelular denominado 

30 plastido. Tanto la sintesis como la degradacion del ADPG se 
pxoducen en este compartimento y por tanto el control de 
los niveles de almidon puede tener lugar mediante el 
control de los procesos reguladores de los niveles de ADPG. 
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, - 1Q1 342-348; Geigenberger , v., 

25 glucose pyrophospnorylase by decreased levels SY 
3-phosphate in growing potato tubers" Plant Phy 
307-131*. . Aden,as de estas alteraciones adaptativas del 
abolish de carbobidratos al stress bidrico^ la plant 
experiments alteraciones de su metabolic 
30 e.itando la acumulacion de! adenosine S ^ ^ 
procedente de la transf ormacron de 
5-phosphosulfate (APS) y 3'-phospboadenosxne 5 
pbosphosulfate .PAPS, (Sil-Mascarell. R . , L6pe,-Coronado. 
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J.M., Belles, J.M., Serrano, R., Rodriguez, P.L. (1999) 
"The Arabidopsis HAL2-like gene family includes a novel 
sodium-sensitive phosphatase" Plant J. 17, 373-383) . A 
partir de estas observaciones, es posible que reacciones 
enzimaticas responsables de la hidrolisis del ADPG, APS y 
PAPS sean responsables de procesos adaptativos de la planta 
a las condiciones de stress hidrico. 

Las tecnicas cromatograf icas y radiologicas constituyen una 
poderosa herramienta de determinacion de niveles de 
nucleotidos tales como sulf onucleotidos (APS y PAPS entre 
otros ; Yoshida , H . , Fukui , S . , Yamashina , 1 . , Tanaka ,- T . , 
Sakano, T. , Usui, T. , Shimotsuji, T. , Yabuuchi, H., Owada, 
M., Kitagawa, T. (1982) ^Elevation of nucleotide 
pyrophosphatase activity in skin fibroblasts from patients 
with Lowe's syndrome". Biochem. Biophys . Res. Commun. 107, 
1144-1150) y azucares-nucleosido difosfato (tales como los 
derivados de glucosa, ribosa, manosa, galactosa, acido 
glucuronico, fructosa y acido galacturonico) en extractos 
crudos de origen animal, vegetal o microbiano. Aunque de 
uso muy general izado, requieren una inversion importante en 
equipamientos y en la preparacion de las muestras problema. 
Lamentablemente, se hace escaso uso de posibles metodos 
alternativos que permitan la deteccion y cuantif icacion de 
azucares-nucleotidos y sulf onucleotidos de una manera 
simple y eficaz. El analisis de los niveles en sangre, 
musculo, rinon o higado de algunos de los azucares-nucleo- 
tidos mencionados son importantes en clinica (Cortes, P., 
Dumler, F., Sastry, K.S., Verghese, CP., Levin, N.W. 
(1982) Effects of early diabetes on uridine diphosphosugar 
synthesis in the rat renal cortex' ' . Kidney Int. 21, 676- 
682; Spiro, NL J . (1984) "Effect of diabetes on the sugar 
nucleotides in several tissues of the rat'' Diabetologia 26, 
70-75; Sochor, M. , Kunjara, S., Baguer, N.Z., McLean, P. 
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(1991) %x Regulation of glucose metabolism in livers and 
kidneys of NOD mice' 7 . Diabetes 40, 1467-1471) . Asi por 
ejemplo, dado que el UDPglucosa es el precursor del gluco- 
geno en animales, el analisis de los niveles de esta mole- 
5 cula puede ser importante en el estudio y el diagnostico de 
enf ermedades relacionadas con el metabolismo de los carbo- 
hidratos como por ejemplo distintos tipos de diabetes. Por 
otro lado, la determinacion de los niveles de PAPS en orina 
es fundamental para el diagnostico de enfermedades graves 

10 tales como el slndrome de Lowe o el sindrome antifos- 
folipido (Yoshida, H., Fukui , S., Yamashina, I., Tanaka, 
T., Sakano, T. , Usui, T., Shimotsuji, T., Yabuuchi, H. , 
Owada, M. , Kitagawa, T. (1982) ll Elevation of nucleotide 
pyrophosphatase activity in skin fibroblasts from patients 

15 with Lowe's syndrome" . Biochem. Biophys . Res. Commun. 107, 
1144-1150; Amigo, M.C., Garcia-Torres , T. (2000) 
'^Morphology of vascular, renal, and heart lesions in the. 
antiphospholipid syndrome: relationship to pathogenesis" 
Curr. Rheumatol. Rep. 2000, 2, 262-270). Evidentemente , la 

20 posibilidad de analizar de manera simple y" poco costosa los 
niveles de estas sus-tancias en una muestra constituye una 
alternativa ventajosa respecto a las tecnicas cromato- 
graf icas . 

La invencion describe la purificacion y aplicaciones de un 

2 5 producto enzimatico de origen vegetal que denominamos 

AGPPasa que cataliza la hidrolisis de pequefias moleculas 
con enlaces fosfodiester o fosfosulfato entre las que 
destacan el ADPG, el APS , y el UDPG por ser los substratos 
pref erentes . 

3 0 El enzima vegetal objeto de la invencion presenta diversas 

isoformas en los tejidos vegetales de los que puede 
obtenerse (Baroj a-Femandez , E., Zandueta-Criado , A., 
Rodriguez-Lopez, M., Akazawa, T . , Pozueta- Romero, J. (2000) 
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xx Distinct isoforms of ADPglucose pyrophosphatase and 
ADPglucose pyrophosphorylase occur in the suspension- 
cultured cells of sycamore (Acer pseudoplatanus L . ) . FEBS 
Lett. 480, 277-282). La isoforma de extraccion mas sencilla 
es la que denominados soluble, mientras que otras isofor- 
mas, que podemos denominar particuladas , se encuentran 
intimamente adheridas a los granulos de almidon, de tal 
modo que para obtenerlas es preciso destruir el granule 
hidrolizando el almidon. 

En la presente invencion se consiguio secuenciar parcial- 
mente dos isoformas de AGPPasa; una soluble y otra asociada 
al granulo de almidon de las plantas. Tras comparar los 
fragmentos secuenciados de la isoforma soluble con las 
secuencias disponibles en los bancos de datos, se concluye 
que es una .proteina perteneciente al grupo de las germin- 
like cuya funcion se desconocia hasta el momento 
(Vallelian-Bindschedler, L., M6singer f E., Metraux, J-P^ , 
Schweizer, P. (1998) "Structure, expression and locali- 
zation of a germin-like protein in barley that is 
insolubilized in stressed leaves''. Plant Mol . Biol. 37, 
297-308; Hurkman , -W . J . , Tao H.P., Tanaka, C.K. (1991) 
"Germin-like polypeptides increase in barley roots during 
salt stress". Plant Physiol. 97, 366-37; Rodriguez -Lopez, 
M., Baroj a- Fernandez, E., Zandueta-Criado, A., Moreno- 
Bruna, B., Mufioz, F.J., Akazawa, T. , Pozueta-Romero, J. 
(2001) M Two isoforms of a nucleotide- sugar 

pyrophosphatase/phosphodiesterase from barley leaves 
(Hordeum vulgare L.) are distinct oligomers of HvGLPl, a 
germin-like protein" . FEBS Lett, (en prensa) . El numero de 
acceso de la proteina germin-like de cebada disponible en 
el banco de dato de la EMBL es : Y15962 . La amplia 
distribucion de la AGPPasa en el reino vegetal queda 
demostrada tras la constatacion de la existencia de 
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secuencias nucleot i dicas similares a las del gen de la 
AGPPasa de cebada en especies tales como arroz (numero de 
accesion AB010876) y Arabidopsis thaliana (numero de acceso 
U95034) (Carter, C, Graham, R.A., Thornburg, R.W. (1998) 
5 Arabidopsis thaliana contains a large family of germin- 

like proteins: characterization of cDNA and genomic 
sequences encoding 12 unique family members" Plant Mol . 
Biol. 38, 929-943) . 

Un objeto de la invencion es, en primer lugar, la obtencion 

10 de una isoforma soluble de AGPPasa en forma sustan- 
cialmente pura, a partir de tejidos vegetales, -y su 
caracterizacion. Otro objeto es la obtencion de la secuen- 
... ^ cia aminoacidica de la AGPPasa soluble de cebada (Hordetun 
vulgrare, cv. Scarlett) y su contraste con las secuencias 

15 disponibles en bases de datos, identif icandose el gen- que 
la codifica y sintetizandose un cDNA completo que codifica 
para la misma. Identif icado el gen, se detalla el diseflo de 
construcciones derivadas del mismo destinadas a la obten- 
' cion de plantas transgenicas con alta actividad AGPPasa 

20 cuyo contenido y calidad del almidon, asi como el de 
polisacaridos de pared celular, esten modificados respecto 
a las plantas control . Tales plantas no acumulan el 
marcador de toxicidad osmotica PAP, de modo que son mas 
resistentes a altas concentraciones de sales que las 

25 plantas control. Otro objeto de la invencion es la puri- 
ficacion y caracterizacion de una isoforma de AGPPasa aso- 
ciada al granulo de almidon de tomate (Lycopersicon 
sculentzum) , que tambien se denomina AGPPasa particulada. 
Otro objeto de la invencion es el procedimiento seguido 

30 para la eliboracion de dispositivos o kits de determinacion 
de azucares-nucleosido difosfatos y sulf onucleotidos basa- 
dos en el empleo del producto enzimatico con actividad 
AGPPasa. Tal y como se ha explicado en el Estado de la 
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Tecnica Anterior, el UDPglucosa es el precursor del 
glucogeno en animales, de modo que sus niveles en diversos 
tejidos y organos (sangre, musculo, hlgado) estan relacio- 
nados con las diversas situaciones , patologicas o no, del 
metabolismo glucldico. Por este motivo, el disponer de kits 
para la determinacion sencilla, rapida y economica de azu- 
cares nucleosidos presenta un notable interes para la in- 
dustria de productos biomedicos, tanto de diagnostico como 
de investigacion en fisiologla. 

il 

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION 

La obtencion y purificacion del producto vegetal con 
actividad enzimatica AGPPasa objeto.. de la invencion puede 
hacerse a partir de cualguier tejido vegetal de cualquier 
especie, como puede ser cualquier Monocotiledonea o Dicoti- 
ledonea, como por ejemplo, cebada (Hordeum vulgare) , trigo 
(Triticum aestivum) , pimiento (Capsicum aimuu/n) , t ornate 
(Lycopersicon sculentum) , patata (Solarium tuberosum) , 
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) , o arce (Acer 
pseudoplatanus L.) # por citar solo algunos de los 
innumerables ejemplos representatives de diferentes fami- 
lias y generos . 

Obtencion y purificacion de una isoforxna soluble de 
AGPPasa: 

El metodo general de obtencion y purificacion de la AGPPasa 
soluble vegetal descrito en la invencion incluye . los 
siguientes pasos, en los que puedec admit irse pequefias 
variaciones que no modifiquen sustdnnialmente el esquema 
general del procedimiento de extraccion y purificacion, a 
partir de cualquier tejido vegetal: 
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1. Homogeneizacion del tejido vegetal con un tampon de 
extraccion. 

2. Filtracion a traves de cuatro capas de Miracloth® (tela 
5 filtrante para suero lacteo empleada en industrias que- 

seras) . 

3. Ultracentrif ugacion del homogeneizado filtrado. 

4. Precipitacion en sulfato amonico de las proteinas del 
sobrenadante . 

10 5. Resuspension del precipitado en tampon de pH 4,2. 

6. Calentamiento durante al menos 15 minutos a una tempe- 
ratura entre 60 y 65°C. 
7 . Centrif ugacion. 

8. Concentracion del sobrenadante y purificacion de la pro- 
15 teina por "cromatograf la de filtracion en gel. La actividad 
enzimatica de la AGPPasa se detecta mediante la deteccion 
de la produccion de G1P y AMP en muestras incubadas con 
ADPG. Opcionalmente, una de las mejoras introducidas en el 
metodo descrito anteriormente en la invencion consiste en 
20 la utilizacion adicional, en la etapa de purificacion de la 
enzima, de una cromatograf la de intercambio cationico. 
Asimismo otra de las mejoras opcionales consiste en la in- 
troduccion de una nueva etapa de cromatograf ia en columnas 
de afinidad del tipo Concanavalina A. 
25 9. Isoelectroenfoque. La posicion de la AGPPasa puede de- 
terminarse f acilmente de alguna de las siguientes maneras : 

a) Elucion de la proteina y posterior deteccion de la pro- 
duccion de G1P en presencia de ADPG. 

b) Incubacion del gel en una solucion con bis-paranitro- 
30 f enilfosf ato (bis-PNPP) y revelado en una solucion basica 

segun se dt ^cribio por Nishimura y Beevers (Nishimura, M. , 
Beevers, H (1978) Plant Physiol. 62, 44-48). 
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10. Separacion por electrof oresis de la proteina en gel 
desnaturalizante en un sistema de tampones neutros o 
ligeramente acidos tales como el NuPAGE 4-12% Bis-Tris 
(Novex, San Diego, California) . La posicion de la AGPPasa 
5 puede determinarse facilmente de alguna de las siguientes 
maneras : 

a) Elucion de la proteina y posterior deteccion de la 
produccion de G1P en presencia de ADPG. 

b) Incubacion del gel en una solucion con bis-PNPP y 
10 revelado en una solucion basica. 

Obtencion y purificacion de una isoforma de AGPPasa 
adherida al granulo de almidon (isoforma particulada) . 

15 El metodo general de obtencion y purificacion de la AGPPasa 
- particulada vegetal incluye los siguientes pasos, en los 
que pueden admitirse pequenas variaciones que no modifiquen 
sustancialmente el esquema general del procedimiento de 
extraccion y purificacion, a partir de cualquier tejido 

2 0 vegetal: 

1: Homogeneizacion del tejido vegetal con un tampon de 
extraccion. 

2: Filtracion a traves de cuatro capas de Miracloth® . 
25 3: Centrif ugacion del homogeneizado filtrado a 20000 g. 

4: Resuspension del precipitado en un tampon con 3% Triton 
X-100. 

5: Centrif ugacion a 20.000 g. 

6: Resuspension del precipitado en un tampon con MgCl 2 200 
30 mM o bien con enzimas hidroliticos del almidon tales como 
la a-amilasa, P-amilasa y amiloglucosida,?a . 

7: Concentracion del sobrenadante obtenido tras centri- 
fugacion a 20000 g y purificacion de la proteina por 
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distinct oligomers of HvGLPl, a germin-like protein" . 
FEBS Lett, (en prensa) ) . 

■ Es resistente a la accion de una amplia gama de 
proteasas, como Proteinasa K y Pronasa (Boehringer) . 

5 ■ Su actividad no se ve afectada por la accion de inhi- 
bidores tipicos de f osf odiesterasas tales como el P-mer- 
captoetanol; EDTA, cisteina reducida, ascorbato, y otros 
agentes reductores y quelantes. 

■ Es sensible a pH ligeramente basico y es muy estable a pH 
10 entre 4 y 7, 5 . 

Obtencion de un cDNA complete que codifica para la AGPPasa 
soluble. - **" 

15 Conocida la secuencia aminoacldica de la AGPPasa se 
contrasto con otras existentes en los bancos de datos . Ello 
permitio identificar el gen que codifica para la AGPPasa. 
El conocimiento de la secuencia nucleotldica del gen que 
codifica para la AGPPasa permitio la creacion de dos 

20 cebadores especificos del gen de la AGPPasa. Haciendo uso 
de estos cebadores se amplif ico por metodos convencionales 
de RT-PCR un cDNA completo que se introdujo en el sitio de 
restriccion EcoRV del plasmido pSK Bluescript (Stratagene) 
dando lugar a la construccion AGPPase-cDNApsIC la cual fue 

25 amplif icada en la bacteria hospedadora E. Coli XL1 Blue. 
Cepas de dicha bacteria transformada fueron depositadas el 
23.06.00 en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, sita en 
el Edificio de Invest igacion de la Universidad de Valencia, 
Campus de Burjasot, Burjasot 46100 (Valencia, Espafia) con 

30 el numero de deposito CECT 5338. 

Obtencion de plantas transgenicas que sobreexpresan el cDNA 
de la AGPPasa soluble 
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AGPPase - cDNApsK" fue digerido secuencialmente con los enzi- 
mas Hindlll, T4 DNA polimerasa y Xbal . El fragmento 
liberado (que contiene el cDNA de AGPPsa) fue clonado en el 
5 plasmido pVT'BSP tras haber sido digerido secuencialmente 
por los enzimas Ncol, T4 DNA polimerasa y Xbal. De este 
modo se obtiene un plasmido denominado pVT'BSP-GL el cual 
posee el promotor constitutive 35S, el cDNA de la AGPPasa y 
el terminador Nos . 

10 Para poder transferir esta const ruccion al genoraa de las 
plantas via Agrobacterium tzurnefaciens , es preciso que pre- 
viamente sea clonada en un plasmido binario. Para ello, 
„ ^pVT'BSP-GL fue digerido secuencialmente con los enzimas 
Hindlll, T4 DNA polimerasa y Xbal y se clono dentro del 

15 - plasmido binario pCGN1548 (McBride, K.E., Summerfelt, K..R*- 
(1990) x * Improved binary vectors for AgrroJbacterium-mediated 
plant transformation''. Plant Mol . Biol. 14 , 269-276) que 
previamente habia sido digerido secuencialmente con los_ 
enzimas Hindlll, T4 DNA polimerasa y Xbal. El plasmido asi „ 

2 0 obtenido se designo con el nombre de pCGN154835SGL . Tras 

amplif icarse en E . coli (XL.1 Blue), pCGN15483 5SGL se 
introdujo en Agrrobacteriu/n turnefaciens (CECT 53 87) el cual 
fue utilizado para transformar especies tales como tomate, 
tabaco, patata, etc. (Horsch, R.B., Fry, J.E., Hoffmann, 
25 N.L., Eichholtz, D., Rogers, S.G., Fraley, R.T. (1985) * * A 
simple and general method for transferring genes into 
plants" Science 277, 122 9-1231. Cepas de Agrrobacterium 
turnefaciens fueron depositadas en la Coleccion Espanola de 
Cultivos Tipo, sita en el Edificio de Invest igacion de la 

3 0 Universidad de Valencia, Campus de Burjasot, Burjasot 4 610 0 

(Valencia, Espana) , con el n° de deposito CECT5387, el 
10.01.01. 
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Elaboracion de dispositivos (kits) de ensayo para deter- 
minacion de azucares-nucleosido difosfatos y sulfonucleo- 
tidos . 

5 Los kits disenados para la determinacion de nucleotidos 
tales como azucares-nucleosido difosfatos y sulfonucleo- 
tidos estan basados en la accion del producto con actividad 
AGPPasa sobre enlaces fosfodiester y fosfosulfato de 
pequenas moleculas que, tras ser hidrolizadas , dan lugar a 

10 otras moleculas de facil deteccion y cuant if icacion. 

Las dos estrategias mas convenientes .para la elaboracion de 
estos kits parten de la hidrolisis del azucar-nucleosido 
difosfafo mediante el enzima objeto de la presente in- 
vencion, esto es, AGPPasa, produciendo . cantidades equi- 

15 molares de azucar-l-f osf ato y del correspondiente nucleosi- 
de mono-fosfato. A partir de aqui puede plantearse la 
determinacion de la cantidad de nucleotido inicialmente 
existente en la muestra a partir de la determinacion de la 
cantidad de azucar-l-f osf ato y nucleosido monofosfato pro- 

20 ducidos, segun se especifica a continuacion : 

■ En el caso de que el azucar-l-fosf ato sea glucosa-l-P 
(G1P) , se somete dicho compuesto a la accion del enzima 
f osf oglucomutasa rindiendo glucosa-6-fosfato, que a su 
vez puede hacerse reaccionar acopladamente con NAD* por 

2 5 accion del enzima glucosa-6-f osf ato deshidrogenasa, obte- 

niendose 6-f osf ogluconato y NADH, facilmente determi- 
nable . 

■ En el caso de que el azucar-l-f osf ato no sea G1P, la 
determinacion del azucar-l-f osf ato y del nucleosido mono- 

3 0 f osf ato tiene lugar mediante determinacion colorimetrica 

del ortofosfato *'Pi) producido tras la hidrolisis de 
estos compuestos con fosfatasa alcalina. Alternativamen- 
te, se puede utilizar como enzima acoplador la 5'nucleo- 
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tidasa la cual hidrolizara el nucleoside* mono-fosfato en 
cantidades equimolares del nucleoside) correspondiente y 
Pi. El Pi liberado en cualguiera de los dos casos resulta 
facilmente cuant if icable por metodos colorimetricos 
conocidos . 

La estrategia de determinacion de niveles de sulfo- 
nucleotidos tales como el APS, se basa en la hidrolisis de 
estos nucleotidos y consiguiente produccion de cantidades 
equimolares de sulfato, el cual puede ser determinado 
turbidimetricamente o bien nef elometricamente (Sorbo, B. 
(1987) ^Sulfate: turbidimetric and nephelometric methods" 
Methods Enzymol. 143, 3-6). 

EJEMPLOS DE REALIZACION DE LA INVENCION 
15 . - ^ - 

Se describen a continuacion ejemplos en los que se muestra 
detalladamente el procedimiento de obtencion y purificacion 
de la AGPPasa, en sus isoformas soluble y particulada, a 
partir de hojas de cebada. El mismo procedimiento, con 
2 0 minimas variaciones adecuadas a cada caso, puede aplicarse 
a cualquier otro tejido vegetal, para obtener las corres- 
pondientes isoformas solubles con la actividad enzimatica 
descrita. Otfos ejemplos muestran la utilizacion de la 
AGPPasa para la produccion de kits (dispositivos de ensayo) 
25 de determinacion de azucares-nucleotidos y de sulfonucleo- 
tidos. Otro ejemplo muestra la obtencion de un cDNA 
completo que codifica para la AGPPasa soluble. Por ultimo 
otro ejemplo muestra la obtencion de plantas transgenicas . 

3 0 Ejemplo 1; Extraccion y purificacion de la AGPPas a soluble 
obtenida a partir de hojas de cebada 



5 



10 
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Todos los pasos se desarrollaron a 4°C, a no ser que se 
indique otra cosa. El tejido vegetal (200 g) se homogeneizo 
con 600 mL de tampon de extraccion (Mes 50 mM pH 6, EDTA 1 
mM, DTT 2 mM) empleando un Waring Blender. El homogenei zado 
5 se filtro a traves de cuatro capas de Miracloth, se centii- 
fugo a 100.000 g durante 30 minutos y el sobrenadante se 
ajusto al 50% de sulfato amonico. El precipitado obtenido 
tras 30 minutos de centrif ugacion a 30.000 g (20°C) fue 
resuspendido en 560 mL de Mes 50 mM pH 4,2, luego calentado 
0 en bano de agua a 62 °C durante 2 0 minutos, enfriado en 
hielo, y centrif ugado a 30.000 g durante 20 minutos . - Las 
proteinas del sobrenadante se precipitaron mediante sulfato 
- amonico 50%, y se resuspendieron en 5 , 7 mL de Mes 50 mM pH 
6. La muestra se sometio a continuacion a filtracion en "gel 
5- en . columna Superdex 2 00 (Pharmacia LKB Biotechnology, 
Uppsala, Suecia) preequilibrada con Mes pH 6 y NaCl 150 mM. 
La elucion se efectuo con el mismo tampon. La mejora opcio- 
nal consiste en una purificacion posterior en columna de 
intercambio cationico tipo Mono S HR 5/5 (Pharmacia, 
0 Uppsala, Suecia) y columna de afinidad tipo Con A Sepharose 
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) . Las frac- 
ciones con actividad AGPPasa se juntaron y concentraron . 
Las proteinas se separaron electrof oreticamente en un 
sistema de geles NuPAGE 4-12% Bis-Tris (Novex, San Diego, 
5 California) . 

Ejemplo 2: Extraccion y purificacion de la AGPPasa 
particulada obtenida a partir de pericarpo de frutos de 
t ornate 

0 

Todos los pasos se desarrollaron a 4°C, a no ser que se 
indique otra cosa. El tejido vegetal (3 0 Kg) se homogeneizo 
con 30 L de tampon de extraccion (HEPES 50 mM pH 7, EDTA 1 
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mM, DTT 2 mM) empleando un Waring Blender. El homogeneizado 
se filtro a traves de cuatro capas de Miracloth, se cen- 
trifugo a 20.000 g durante 30 min. El precipitado se resus- 
pendio en 1.5 L de tampon de extraccion con 3% de Triton X- 
5 100. La suspension se centrifugo a 20.000 g durante 30 min 
tras lo cual el sedimento se resuspendio en 0,54 L de 
tampon de extraccion con MgCl 2 (200 mM) o bien con a-amilasa 
(100 unidades/mL) , P-amilasa (100 unidades/mL) y amiloglu- 
cosidasa (15 unidades/mL) . Tras una hora de agitacion, la 
10 suspension se centrifugo durante media hora a 20.000 g y el 
sobrenadante se dializo f rente a HEPES 10 mM pH 7, y MgCl 2 
10 mM. La muestra dializada se liofilizo y se resuspendio 
con agua a un volumen final de 6 0 mL. La muestra se sometio 
a continuacion a filtracion en gel en columna Superdex 200 
15 (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia) preequi- 
librada con HEPES pH 7 y NaCl 15 0 mM. La elucion se efectuo 
con el mismo tampon. Las fracciones que mostraban actividad 
AGPPasa fueron sometidas a un posterior paso de purifi- 
cacion en columna de intercambio anionico tipo Mono Q 
20 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) . Las fracciones con actividad 
AGPPasa se juntaron y concetraron. Las proteinas se sepa- 
raron electrof oreticamente en un sistema de geles NuPAGE 4- 
12% Bis-Tris (Novex, San Diego, California) . 



4. 



25 Ejemplo 3; Ensavos enz imaticos 



A no ser que se indique otra cosa, todas las reacciones 
enzimaticas se desarrollaron a 37°C. Las determinaciones de 
actividades AGPPasa se realizaron utilizando la determi- 
nacion espectrof otometrica de G1P en dos pasos descrica por 
Sowokinos (1981) (Sowokinos, 1981, Plant Physiol. 68, 924- 
929) . La mezcla de reaccion contenia Hepes 50 mM pH 7, la 
cantidad especificada de ADPG y el extracto proteico en un 
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volumen total de 50 microlitros. Todos los ensayos se 
realizaron f rente a bianco de ADPG . Tras 20 minutos de 
incubacion, la reaccion se detenia mediante ebullicion en 
bano seco durante 2 minutos. La mezcla se centrifugaba a 
5 20.000 g durante 5 minutos y se recuperaba el sobrenadante . 
En el segundo paso, se determinaba G1P espectrofoto- 
metricamente en 300 microlitros de mezcla conteniendo Hepes 
50 mM pH 7, EDTA 1 mM, MgCl 2 2 mM, KC1 15 mM, NAD* 0,6 mM, 
una unidad de f osf oglucomutasa y otra de glucosa-6- f osf ato 

10 deshidrogenasa de Leuconostoc mesenteroides , y 30 microli- 
tros del sobrenadante resultante del paso uno. Tras 2 0 mi- 
nut os de incubacion, la produccion de NADH se monitorizo a 
340 nm utilizando un espectrof otometro Multiskan EX 
(Labsystems) . Fue despreciable la cantidad de NADH produ- 

15 cida por cualquier extracto proteico en ausencia de ADPG en 
el paso uno. 

La masa molecular nativa de la AGPPasa se determino 
mediante filtracion en gel por medio de una representacion 
del coeficiente- de particion (Kav) frente al logaritmo de 

20 la masa molecular de las siguientes proteinas patrones : 
tiroglobuilina bovina (670 kDa) , gamma -globulina bovina 
(158 kDa) , ovoalbumina (4 5 kDa) , mioglobina (17 kDa) y 
vitamina B-12 (1,3 kDa). El contenido en proteina se deter- 
mino por el metodo de Bradford utilizando el reactivo 

25 preparado por Bio-Rad y gamma -globulina como patron. 

Las tablas 1 y 2 presentadas a continuacion reflejan la 
purificacion de la AGPPasa soluble a partir de hojas de 
cebada y la AGPpasa particulada a partir de pericarpo de 
tomate, respectivamente. La unidad (U) se define como la 

30 cantidad de enzima que cat^liza la produccion de 1 nmol de 
producto por minuto. 
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Tabla 1 





Vo lumen 

total 

(mL) 


Protexna 

total 

(mg) 


Actividad 
total (mU) 


Actividad 
especx- 
f ica 
(mU/mg 
proteina) 


Purif ica- 

cion 

(factor) 


Renai- 
miento 

(%) 


Extrac - 
to crudo 


560 


5107, 8 


105000 


20, 6 


- 


100 


Sobrena- 
dante 
100000 x 

g 


520 


,3436,7 


100500 


29,2 


1,4 


95,7 


Sulf ato 
amonico 
50% . 


520 


748, 6 


97500 


130,2 


6,3 - 


92, 8 


PH 4,2 / 
62°C 


520 


24, 9 


90500 


3634 


176,4 


86,2 


Sulf ato 
amonico 


5,7 


8,1 


47300 


5839 


283,4 


45, 0 


Super dex 
200 


1,7 


1,3 


30200 


23230 


1127,6 


28,7 


NuP AGE - 
SDS 

Electro- 
f oresis 


1,7 


0, 026 


30000 


1161500 


56350 


28 
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Tabla 2 





Vo lumen 

total 

(L) 


Proteina 

total 

(mg) 


Activi- 
dad to- 
tal (mXT) 


Actividad 
especi f i - 
ca (mU/mg 
Dioteina) 


Purif ica- 
eion 

(factor) 


Rendimien- 


Extracto 
crudo 


45 


6000 


51000 


2,8 


1 


100 


Sedimento 
20000 x g 


1,5 


1860 


36000 


19 3 




•7 n 


Sedimento 
Triton 


0, 54 


1680 


36000 


21,4 


7,6 


70 


Sobrenad . 
MgCl 2 


0, 54 


750 


30000 


40 


14 ,2 


58 


Superdex 
200 


0, 13 


36 


8100 


225 


80,3 


16 


Mono-Q 


0, 057 


1,5 


100 


66 


23, 6 


0,2 



Ejemplo 4s Identif icacion del producto con actividad 
enzimatica obtenido 

El producto con actividad AGPPasa as! obtenido cumple las 
siguientes caracteristicas: 

■ Tanto la AGPPasa soluble como la particulada son fosfo- 
diesterasas que catalizan la hidrolisis del ADPG produ- 
ciendo cantidades eguimolares de G1P y AMP. 

■ Ademas del ADPG, ambas isoenzimas reconocen otras molecu- 
las de pequefio tamafio que poseen enlaces f osf odiester , 
tales como el UDP-glucosa, GDP-glucosa, bis-PNPP y otros 
de estructura similar. Tambien catalizan la hidrolisis de 
pequefias moleculas con enlaces f osf osulf ato, tales como 
el PAPS y el APS, liberando cantidades eguimolares de 
sulfato y el correspondiente nucleotide 
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■ No hidrolizan moleculas con enlaces fosfomonoester tales 
como la G1P, G6P, AMP, 3 - f osf oglicerato , y otras simila- 
res . Tampoco hidrolizan AMP clclico ni acidos nucleicos 
tales como ADN y ARN, que son substratos de otras fosfo- 

5 diesterasas descritas en la literatura. 

■ Sus requerimientos ionicos son reducidos, por lo que pue- 
den trabajar en ausencia de iones de Magnesio, Manga - 
neso, Cobalto, y otros cat iones divalentes, que son efec- 
tores f undamentales para el f uncionamiento de otras 

10 f osf odiesterasas descritas en fa literatura. 

■ A diferencia de las pirof osf atasas de azucar-nucleosidos ~ 
difosfatos de bacterias y animales, ambas isoformas de 
AGPPasa hidrolizan bis-PNPP. 

■ Se inhiben por moleculas fosforiladas tales como el AMP, 
15 ADP, ATP, 3-fosfoglicerato, ortofosfato, pirofosfato 

inorganico, y otras de caracteristicas semejantes. 

■ Se inhiben fuertemente por molibdato y arsenate 

■ Son resistentes a detergentes ionicos tales como el SDS 
(dodecilsulf ato sodico) . 

2 0 ■ Son resistentes a la accion de una amplia gama de 
proteasas, como Proteinasa K y Pronasa (Boehringer) . 

■ Su actividad no se ve afectada por la accion de inhi- 
bidores tipicos de f osf odiesterasas tales como el p-mer- 
captoetanol, EDTA, cistelna reducida, ascorbato, y otros 

25 agentes reductores y quelantes. 

■ Son sensibles a pH ligeramente basico y son niuy estables 
a pH entre 4 y 7,5. Esta caracteristica es una de las que 
convierten a ambas isoformas de AGPPasa en enzimas total - 
mente diferentes a la mayoria de las f osf odiesterasas 

30 descritas en la literatura, dado que estas ultimas son 

estables y activas en pHs ligeramente basicos. 

■ Constante de Michaelis-Menten (KJ para ADP-glucosa, de 
0,5 mMolar, la cual es unas cuatro a cinco veces inferior 
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a la correspondiente a otros substratos azucares-nu- 

cleotidos como por ejemplo ADP-ribosa, UDP-glucosa o 
similares. La afinidad por APS es similar a la afinidad 
por ADP-glucosa. 

5 

Algunas de las caracteristicas particulares de la AGPPasa 
soluble son: 

■ La AGPPasa soluble es resistente a una temperatura de 
65 °C durante 30 minutos, y puede ser caracterizada por 

10 los siguientes datos : 

■ Peso molecular aparente medido por f iltracion en gel, en 
torno a 35-55 kDa. 

■ K eq ' de la reaccion de 110. 

■ Incremento de Energia Libre estandar (AG') de -2,9 
15 kcal/mol. 

■ En la presente invencion, la caracterizacion de la se- 
cuencia de aminoclcidos nos permite conocer otra serie de 
caracteristicas, como son: 

■ Es una glicoproteina . 

2 0 ■ Peso molecular aparente de la protelna purificada en 
geles desnaturalizantes , en torno a 20 kDa. 

■ Las secuencias aminoacidicas obtenidas mediante la degra- 
dacion de Edman son: 

Extremo N- terminal : SEQ ID NO: 1 
25 - Secuencias .internas (obtenidas tras la hidrolisis par- 

cial de la AGPPasa con tripsina) : SEQ ID NO: 2 y 3 



Algunas de las caracteristicas particulares de la AGPPasa 
particulada son: 

■ Peso molecular medido por filtracion en gel en torno a 
400-500 kDa. 
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■ Peso molecular aparente en gel desnaturalizante del 
peptido que compone la AGPPasa particulada : 45 kDa. 

■ La secuencia aminoacldica obtenida mediante la degra- 
dacion de Edman es : 

5 - Extremo N-terminal: SEQ ID NO: 4 

Ejemplo 5; Ob tendon de un cDNA completo que codifica para 
la AGPPasa soluble 

10 El conocimiento de la secuencia nucleotidica del gen que 
codifica pa-ra la AGPPasa de cebada permitio la creacion de 
dos cebadores especificos del gen de la AGPPasa cuyas 
secuencias son, en sentido 5' - 3', SEQ ID NO: 5 y SEQ ID 
NO: 6. Haciendo uso de estos cebadores se amplifico por me- 

15 todos convencionales de RT-PCR un cDNA completo que se 
introdujo en un plasmido pSK Bluescript (Stratagene) el 
cual fue amplificado en la bacteria hospedadora XL1 Blue. 
El peso molecular del peptido deducido del cDNA es de 19.5 
kDa. La secuencia del cDNA es SEQ ID NO: 7. 

20 

Ejemplo 6: Productos con actividad AGPPasa a partir de 
diver sos vege tales 

El enzima AGPPasa muestra una muy amplia di fusion entre los 
2 5 vegetales, de modo que el producto enzimatico con actividad 
AGPPasa puede ser obtenido a partir de cualquier vegetal. 
Como ejemplo, se presenta la siguiente tabla II con las 
actividades especificas (mU / mg proteina) obtenidas en 
varias Monocotiledoneas y Dicotiledoneas . 

10 
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Tabla 3 





Actividad especifica 
(mU / mg proteina) 




(+ADPG) 


Monocotileddneas 




Hoja de cebada (Hordeum vulgare) 


113,7 ±3,5 


no j a. ue cngo (m ticu/n aestivum; 


22,4 ±2 , 5 


Dicotiledoneas 




Hoja de Arabidopsis thaliana (Wt) 


5,2 ±0,6 


Hoja de pimiento (Capsicum annuum) 


5,0 ±0,6 


Hoja de tomate 
(Lycopersicon sculentum) 


5,6 ±0,5 


Cultivo celular de arce 
(Acer pseudoplatanus) 


16,5 ±1,2 



5 Ejempl o 7: Elaboracion de kits enzimaticos de determinacion 
de glucosa-nucleosido difosfatos 

Para la determinacion de glucosa-nucleosido difosfatos 
tales como ADPG, UDP-glucosa, CDP-glucosa, GDP-glucosa y 
10 TMP-glucosa, se elabora un kit que contiene los siguiehtes 
elementos : 

a . AGPPasa 

b. NAD 

c. Fosfoglucomutasa (PGM) 

15 d. G6P deshidrogenasa (G6PDH) 
e . Tampon 

La determinacion de la cantidad de glucosa-nucleosido 
difosfato presente en la muestra problema se basa en la 
2 0 determinacion espectrof otometrica del NADH producido segun 
la siguiente reaccion acoplada: 
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(muestra problema) NAD* NADH 

NDP-glucosa ► NMP + G1P ► G6P ► 6 -f osf ogluconato 

AGPPasa PGM G6PDH 

5 

La determinacion de la cantidad de NDP-glucosa en una 
muestra problema tendrla lugar mediante la elaboracion de 
un cocktail cuya composicion seria (para 1 ml): 



0 ■ Muestra problema r 

■ 1 U de AGPPasa 

■ 1 U de PGM 

■ 1 U de G6PDH 

■ 0.6 mM NAD 

5 ■ Tampon Mes o Hepes 50 mM pH 7 

■ Agua (hasta completar 1 ml) 

Se incuba a 3 7°C durante 2 0 minutos y se observa la varia- 
cion de absorbancia de la muestra a 34 0 nm. Como control 
negativo se puede utilizar un cocktail en el que falte la 
AGPPasa . 

Ejegiplo 8: Elaboraci on de kits enzimaticos de determinacion 
de nucleosi de difosfatos de azucares distintos a glucosa 

Se preparan kits de determinacion de los siguientes 
azucares-nucleosido difosfatos: 



ribosa-nucleosido difosfatos (ADP-ribosa, GDP-ribosa # 
UDP-ribosa, CDP- ribosa o TDP-ribosa) 

manosa-nucleosido difosfatos (ADP-manosa, GDP-manosa, 
TDP-manosa, UDP-manosa o CDP-manosa) 
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■ galactosa-nucleosido difosfatos (ADP-galactosa, GDP- 
galactosa, UDP-galactosa o CDP-galactosa) 

■ glucuronico-nucleosido difosfatos (GDP-glucuronico, UDP- 
glucuronico, ADP-glucuronico, CDP-glucuronico o TDP- 

5 glucuronico) 

■ f ructosa-nucleosido difosfatos (GDP-f ructosa, ADP-fruc- 
tosa, CDP-f ructosa, UDP-f ructosa, TDP-f ructosa) 

■ galacturonico-nucleosido difosfatos (UDP-galacturonico , 
GDP-galacturonico, CDP-galacturonico , TDP-galacturonico o 

10 ADP-galacturonico) 

En el kit intervienen los siguientes elementos: 
a . AGPPasa 

15 b. 5' -nucleotidasa (o # alternativamente , fosfatasa alcali- 
na) 
c . tampon 



La determinacion de la cantidad de azucar-nucleosido 
2 0 difosfato presente en la muestra problema se basa en la 
determinacion colorimetrica del ortofosfato liberado segun 
la siguiente reaccion enzimatica acoplada: 

(muestra problema) 

25 NDP-azucar ^ azucar-P + NMP ► base + Pi 

AGPPasa 5 ' -nucleotidasa 



30 



La determinacion del Pi tiene lugar segun cualquiera de los 
multiples metodos colorimetricos disponibles en la biblio- 
grafia y en el mercado . 
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La deteminacion de la cantidad de NDP-azucar en una muestra 
problema tendria lugar mediante la elaboracion de un 
cocktail (1 ml) compuesto por: 

■ Muestra problema 
5 ■ 1 U de AGPPasa 

■ 1 U de 5"-nucleotidasa (o, alternativamente , 1 U de fos- 
fatasa alcalina) 

■ Tampon Mes o Hepes 50 mM pH 7.5 

■ Agua (hasta completar 1 ml) 

10 

Se incuba a 37 °C durante 2 0 minutos y se determina la 
produccion del Pi liberado segun tecnicas convencionales . 
Como control negativo se puede utilizar un cocktail en el 
que falte la AGPPasa. 

15 

Eiemplo 9; Elaboracion de kits enzimaticos de detem inacion 
. de PAPS y APS 

La estrategia de determinacion de niveles de sulfo- 

2 0 nucleotidos tales como el PAPS o el APS, se basa en la 

determinacion turbidimetrica o bien nef elometrica segun la 
siguiente reaccion: 

AGPPasa 

25 PAPS PAP+sul f ato 

AGPPasa 

APS AMP+sulf ato 

3 0 La Jeteminacion de la cantidad de sulf onucleotido en una 

muestra problema tendria lugar mediante la elaboracion de 
un cocktail (1 ml) compuesto por: 

■ Muestra problema 
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■ 1 U de AGPPasa 

■ Tampon Mes o Hepes 50 mM pH 7.0 

■ Agua (hasta completar 1 ml ) 

Se incuba a 37°c durante 2 0 minutos y se determina la 
produccion del sulfate liberado segun tecnicas conven- 
cionales. Como control negativo se puede utilizar un 
cocktail en el que falte la AGPPasa. 

Ejemplo 10: Obtencion de pla n tas transcrenicas de tab aco . 
patata y tomate que so b reexoresan AGPPasa 

Utilizando la cepa .de Agrobacterium tumefaciens CECT 5387 
se obtuvieron plantas de tabaco (Nicotiana tahacum) , patata 
(Solanum tuberosum) y tomate (Lycoperslcon sculentum) con 
alta actividad AGPPasa en todos los organos analizados 
(raiz, hoja, frutos y tallo) . Tales plantas presentaron las 
siguientes caracterist icas : 

1. Bajo contenido en almidon y carbohidratos de pared 
celular (segun las tecnicas de medicion basadas en kits 
comerciales descritas en la literatura (Frehner, M. , 
Pozueta-Romero, J., Akazawa, T. (1990) -Enzyme sets of 
glycolysis, gluconeogenesis , and oxidative pentose 
phosphate pathway are not complete in nongreen highly 
purified amyloplasts of sycamore cell suspension 
cultures" Plant Physiol. 94, 538-544)). 

2. Alto contenido en azucares solubles tales como sacarosa, 
glucosa-6-fosfato, glucosa y fructosa. 

3 . Reduccion de los niveles de PAP acumulados en los 
tejidos, confiriendo gran resistencia a altas 
concentraciones de cloruro sodico en el sustrato de 
crecimiento, respecto a plantas no transf ormadas . 
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4. La morfologia externa de la planta no era aberrant e. tras 
ser comparada con la de las plantas no transf ormadas . 
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REIVINDICACIONES 



1. - Producto enzimatico de origen vegetal, demoninado 
AGPPasa, con actividad enzimatica ADP-glucosa fosfo- 

5 diesterasa, caracterizado por ser una f osf odiesterasa (EC 
3.1.49 que cataliza la hidrolisis del ADPG equimolarmente 
en G1P y AMP, no hidroliza moleculas con enlaces fosfomono- 
ester, no requiere de efectores ionicos de f osf odiesterasa , 
es capaz de hidrolizar bis-PNPP, se inhibe por molibdato, 

10 arsenato y moleculas f osf oriladas , su actividad no se ve 
afectada por agentes reductores y ..quelantes inhibidores de 
f osfodiesterasas, es sensible a pH ligeramente basico y es 
muy estable a pH entre 4 y 7,5, es resistente a detergentes 
ionicos tipo SDS y a la accion de proteasas, - y reconoce 

15 ademas del ADPG otros sustratos que poseen enlaces fosfo- 
diester y f osf osulf ato, hidrolizandolos con una Km 4 a 5 
veces superior a la del propio ADPG. 

2. - Producto enzimatico segun la reivindicacion 1, 
caracterizado por no hidrolizar, entre otros, G1P, G6P, 

20 AMP, 3-f osf oglicerato, AMPc, ni acidos nucleicos. 

3. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 y 2, 
caracterizado por no requerir como efectores, entre otros 
cationes divalentes, al Magnesio, Manganeso o al Cobalto. 

4. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 3, 
25 caracterizado por ser inhibido por ortofosfato, pirofosfato 

inorganico, y esteres de f osf ato tales como, entre otros, 
AMP, ADP, ATP, o 3-f osf oglicerato. 

5. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 4, 
caracterizado porque su actividad no es afectada, entre 

30 otros, por el P-mercaptoetanol , EDTA, cisteina reducida o 
ascorbato . 
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6. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 5, 
caracterizado por ser resistente, entre otras, a Proteinasa 
K o Pronasa. 

7. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 6, 
caracterizado por reconocer como sustratos, entre otros, a 
la UDP-glucosa, GDP-glucosa, ADP-manosa, APS, PAPS o bis- 
PNPP. 

8 . - Procedimiento de obtencion de un producto enzimatico de 
origen vegetal con actividad ADP-glucosa f osf odiesterasa en 
su isoforma soluble caracterizado por someter a material de 
origen vegetal a una extraccion de la fraccion proteica por 
un tampon, filtracion del extracto, seguida de un 
procedimiento de purificacion por sucesivas centrifuga- 
ciones y precipitaciones, con ajustes tanto del pH como de 
la fuerza idnica del medio, incluyendo pref erentemente un 
calentamiento de la proteina por enc ima die 60 "C y 
enfriamiento en hielo, y purificaci6n por filtracion en 
gel, isoelectroenfoque, electrof oresis en gel desnaturali- 
zante, u otros medios equivalentes de purificacion de 
proteinas extraidas a partir de tejidos vegetales. 

9 . - Procedimiento segun la reivindicacion 8 que comprende 
los siguientes pasos : (1) homogeneizacion del te j ido 
vegetal con un tampon de extraccion, por ejemplos, Mes 5 0 
mM pH 6, EDTA 1 Mm, DTT 2 Mm, (2) filtracion a traves de 4 
capas de Miracloth®, (3) ultracentrif ugacion a 100.000 g, 
(4) precipitacion en sulfato amonico de las proteinas del 
sobrenadante, (5) resuspension del precipitado en tampon de 
pH 4,2, (6) calentamiento durante al menos 15 minutos a una 
temperatura entre 60 y 65 °C, seguido de enfriamiento en 
hielo, (7^ centrifugacion a 30.000 g, (8) concentracion de 
la protejna del sobrenadante mediante precipitacion en 
sulfato amonico y resuspension a pH 6, y (9) purificacion 
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por cromatografia de filtracion en gel, isoelectroenf oque y 
electrof oresis en gel desnaturalizante . 

10.- Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 9, 
caracterizado por ser resistente a una temperatura de 65°C 
5 durante 3 0 minutos , y por presentar un peso molecular 
aparente determinado por filtracion en gel en torno a 35-55 
kDa, asi como por mostrar una K eq ' de la reaccion de 110, 
siendo su AG' de -2,9 Kcal/mol, y su K. para ADPG de 0,5 
mMolar . 

10 11.- Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 a 10 , 
caracterizado por haber sido aislado a partir de cualquier 
especie vegetal . 

12. - El producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 7 
obtenible por el procedimiento de la reivindicaciones 8 y 

15 9. 

13 . - Uso del producto enzimatico de las reivindicaciones 1 
a 12 en la fabricacion de dispositivos y/o compos iciones de 

" ensayo de aplicacidn en la determinacion de azucares- 
nucleosido difosfatos. 
20 14.- Dispositivo de ensayo para la determinacion de 
' azucares-nucleosido disfosfatos caracterizado porque 
incluye el producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 
a 12, de tal modo que la determinacion se basa en el 
azucar-l-fosfato liberado durante la reaccion catalizada 
25 por la AGPPasa. 

15 . - Dispositivo de ensayo para la determinacion de 
azucares-nucleosido difosfatos caracterizado porque incluye 
el producto enzimatico de las reivindicaciones 1 a 12, de 
tal modo que la determinacion se basa en el nucleosido 

30 monofosfato producido durante la reaccion catalizada por la 
AGPPasa . 

16. - Dispositivo de ensayo segun la reivindicacion 14, 
caracterizado porque la determinacion se basa en la 
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glucosa- 1- f osf ato liberada, la cual es sometida al enzima 
f osf oglucomutasa para producir glucosa-6-f osf ato, que a su 
vez se hace reaccionar acop.ladamente con NAD* o NADP* , por 
accion del enzima glucosa-6-f osf ato deshidrogenasa , obte- 
5 niendose 6-f osf ogluconato y NADH o NADPH, determinables uno 
u otro por metodos espectrof otometricos , o de otra natura- 
leza , convencionales . 

17.- Dispositivo de ensayo segun la reivindicacion 15, 
caracterizado porque la determinacion se basa en el 
-10 nucleosido-monof osf ato, el cual es susceptible de liberar 
ortofosfato, ademas de la base correspondiente , por accion 
de un enzima como 5 ' nucleot idasa , siendo el ortofosfato 
facilmente determinable por metodos convencionales, por 
ejemplo colorimetricos. 

15 18.- Dispositivo de ensayo segun las reivindicaciones 14 y 
15, caracterizado porque la determinacion se basa en que el 
azucar-l-fosfato y el nucleosido-monof osf ato son suscepti- 
bles de liberar ortofosfato por accion de. un enzima como 
fosfatasa alcalina o 5 ' nucleot idasa , siendo el ortofosfato 

2 0 facilmente determinable por metodos convencionales, por 
e j emplo colorimetricos . 

19. - Producto enzimatico segun la reivindicacion 1, 
caracterizado por comprender dos isoformas del enzima una 
soluble y otra asociada a los granulos de almidon 

25 existentes en vegetales. 

20. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 y 19, 
caracterizado porque la isoforma soluble contiene en su 
secuencia al menos uno de los fragmentos polipeptidicos 
representados en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 

30 21.- Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 y 19- 
20, caracterizado por obtenerse a partir de un cDNA 
completo, representado por SEQ ID NO: 7, mediante dos 
cebadores obtenidos a su vez a partir de las regiones 5" y 
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3', representados por SEQ id NO: 5 y SEQ ID NO : 6 
respect ivamente, del gen que codifica para ia AGPPasa 
soluble . 

22. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1 y 19, 
caracterizado porgue la isoforma asociada al almidon 
presenta un peso molecular nativo determinado por 
filtracion en gel de 400-500 kDa, y tiene una K. para ADPG 
en torno a 0,5 mM. 

23. - Producto enzimatico segun las reivindicaciones 1, 19 y 
22, caracterizado porgue la isoforma asociada a almidon 
contiene en su secuencia al menos un fragmento 
polipeptidico representado en SEQ ID NO 4. 

24. - Procedimiento de obtencion de la isoforma de AGPPasa 
asociada a almidon caracterizado por someter al material de 
origen vegetal a una extraccion de la fracci6n proteica por 
un tamp6n, o bien con enzimas hidroliticas al almidon, 
seguido de sucesivas centrif ugaciones y precipitaciones , 
con ajustes tanto del p H como de la fuerza ionica del 
medio, cromatografia de intercambio ionico, isoelec- 
troenfoque, filtracion en gel, y electrpf oresis en gel des- 
naturalizante, u otros medios equivalentes de purificacion 
de proteinas extraidas a partir de tejidos vegetales . 

25.- Procedimiento segun la reivindicacion 24 que comprende 
los siguientes pasos : (1) homogeneizacion del tejido 
vegetal con un tampon de extraccion, por ejemplo HEPES 50 
WM P H 7, EDTA 1 mM, DTT 2 mM, (2) filtracion a traves de 4 
capas de Miracloth, (3) centrif ugacion a 20.000 g, (4) 
resuspension del sedimento en tampon de extraccion con 3% 
Triton X-100, (5) centrif ugacion a 20.000 g, (6) 
tratamiento con 200 mM MgCl 2 o con enzimas hidroliticas de 
almidon, tipo a-amilasa, p-amilasa y/o amiloglucosidasa, 
(7) centrifugacion a 20.000 g, ( 8 ) concentraci6n de las 
proteinas, (9) purificacion por cromatografia de filtracion 
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en gel, intercambio ionico, isoelectroenf oque y electro- 
foresis en gel desnaturalizante. 

26. - Uso de cualquiera de las isoformas de la AGPPasa de la 
reivindicacion 19, o de ambas, en la fabricacion de 
dispositivos y/o composiciones de ensayo para determinar 
nucleosides difosfato de azucares, independientemente que 
sean o no de glucosa . 

27. - Uso de cualquiera de las isoformas de la AGPPasa de la 
reivindicacion 19, o de ambas, para determinar la presencia 
de 3 ' -f osf OTadenosina 5 ' f osf osulf ato (PAPS). 

28 . - Uso de cualquiera de las isoformas.de la AGPPasa de la 
reivindicacion 19, o de ambas, para determinar adenosina 
5' fosfosulfato (APS). 

29. -Uso del producto enzimatico de las reivindicaciones 1, 
12 y 19 a 23, en la obtencion de plantas transgenicas <jub 
sobre-expresan el enzima AGPPasa isoforma soluble. 

3 0.- Procedimiento de obtencion de plantas transgenicas que 
sobre-expresan la isoforma de AGPPasa soluble caracterizado 
por utilizar un vector de transf ormacion que contenga un 
plasmido que incluya el cDNA del gen de dicha AGPPasa. 

31. - Procedimiento de obtencion de plantas transgenicas 
segun la reivindicacion 3 0 caracterizado porque el vector 
de transf ormacion es AgrroJbacteiriu/n tumefaciejis. 

32 . - Procedimiento de obtencion de plantas transgenicas 
segun la reivindicacion 31 caracterizado porque el vector 
de transf ormacion son cepas de Agrobacterium tumefaciens 
CECT5387. 

33 . - Procedimiento de obtencion de plantas segun las 
reivindicaciones 30 a 33 caracterizado porque la planta 
transf ormada es una dicot iledonea y pref entemente tomate, 
patata o tabacc . 

34 . - Plantas transgenicas con reducido contenido en almidon 
y resistentes a salinidad alta caracterizadas por ser 
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obtenidas segun el procedimiento de las reivindicaciones 3 0 
a 33. 

35. - Plantas transgenicas con reducido contenido en almidon 
y resistentes a salinidad alta caracterizadas por 
sobreexpresar el gen de la AGPPasa soluble. 

36. - Plantas transgenicas segun la reivindicacion 35 
caracterizadas por ser plantas dicotiledoneas y 
pref erentemente tomate, patata o tabaco. 

37. - Procedimiento segun la reivindicacion 9 que comprende 
opcionalmente entre las etapas de filtracion en gel y la de 
isoelectroenf oque , una cromatograf ia de intercambio catio- 
nico seguida de una cromatograf ia de afinidad con 
Concanavalina A. 

38. - Procedimiento segun la reivindicacion 10 que comprende 
opcionalmente entre las etapas de filtracion en gel y la de 
isoelectroenf oque , una cromatograf ia de intercambio catio- 
nico seguida de una cromatograf £a de afinidad con 
Concanavalina A. 

39. - Dispositivo de ensayo para la determinacion de 
sulf onucleosidos, caracterizado porque incluye los produc- 
tos enzimaticos de las reivindicaciones 1 a 7, 10-12 y 19 a 
23 de tal modo que la determinacion se basa en el sulfato 
liberado. 
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LISTADO DE SECUENCIAS 



<110> UNI VERS I DAD PUBLICA DE NAVARRA 

<120> "ADPglucosa pirof osf atasa vegetal, procedimiento de 

obtencion, uso en la fabricacion de dispositivos de ensayo 

y en la obtencion de plantas transgenicas " 

<130> PCT-79 

<160> 9 

<210> 1 

<211> 20 

<212> Peptido — 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 

<220> 

<223> Extremo N- terminal de AGPPasa soluble 
<400> 

Leu Thr Gin Asp Phe Cys Val Ala Asp Leu Thr Cys Ser Asp Thr 



Pro Ala Gly Tyr Pro 

20 

<210> 2 
<211> 5 
<212> Peptido 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 
<220> 

<223> Secuencia triptica de AGPPasa soluble 



5 



10 



15 _ 



<400> 

Lys Thr Leu Tyr Lys 

5 
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<210> 3 
<211> 8 
<212> Peptido 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 
<220> 

<223> Secuencia triptica de AGPPasa soluble 
<400> 

Lys Ser Val Leu Gly Gly Ser Gly 

5 

<210> 4 
<211> 20 
<212> Peptido' 

<213> Lycopersicon sculentum 
<220> 

<223> Fragmento del extremo N- terminal obtenido mediant e 
degradacion de Edman de la AGPPasa particulada 

<400> 

Lys Val Glu Val Cys Glu lie Asn Leu Lys Leu Leu Tyr Cys Ala 

5 10 15 

Asn Gly Ala Lys Phe 

20 

<210> 5 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 
<220> 

<223> Cebador de la region 5' de la AGPPasa solub] e 
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<400> 

gccatggccaacgcaatgttgctccctgtc 3 0 

<210> 6 

<211> 24 

<212> ADN 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 
<220> 

<223> Cebador de la region 3' de la AGPPasa soluble 
<400> 

ccgacacgctgacaccacgacgacc 24 

<210> 7 
<211> 233 
<212> ADN 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 
<220> 

<223> cDNA soluble 



<400> 



gta 


gca 


age 


cat 


ggc 


caa 


cgc 


aat 


gtt 


get 


30 


ccc 


tgt 


cct 


cgt 


etc 


ctt 


cct 


cgt 


cct 


gcc 


60 


ctt 


etc 


cgc 


cat 


ggc 


cct 


gac 


cca 


gga 


ctt 


90 


ctg 


cgt 


cgc 


cga 


cct 


gtc 


ctg 


cag 


cga 


cac 


120 


gcc 


ggc 


ggg 


gta 


ccc 


gtg 


caa 


gac 


egg 


cgt 


150 


egg 


cgc 


ggg 


gga 


ctt 


eta 


eta 


cca 


egg 


cct 


180 


cgc 


cgc 


cgc 


ggg 


caa 


cac 


cag 


caa 


cct 


cat 


210 


caa 


ggc 


ggc 


cgt 


aac 


ccc 


ggc 


ctt 


cgt 


egg 


240 


cca 


gtt 


ccc 


egg 


cgt 


gaa 


egg 


get 


egg 


cat 


270 


etc 


tgc 


ggc 


gag 


get 


cga 


cat 


cgc 


cgt 


ggg. 


300 


egg 


cgt 


cgt 


gcc 


gat 


gca 


cac 


cca 


ccc 


ggc 


330 


cgc 


etc 


tga 


get 


cct 


ctt 


cgt 


cac 


tga 


ggg 


360 
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cac 


cat 


ctt 


99 c 


999 


ctt 


cat 


cag 


etc 


etc 


390 


etc 


caa 


cac 


cgt 


gta 


cac 


caa 


gac 


get 


eta 


420 


caa 


999 


cga 


cat 


cat 


ggt 


gtt 


ccc 


cca 


999 


450 


cct 


get 


cca 


eta 


cca 


gta 


caa 


egg 


tgg 


cag 


480 


etc 


etc 


cgc 


ggt 


age 


get 


cgt 


tgc 


gtt 


cag 


510 


egg 


ccc 


caa 


ccc 


agg 


cct 


cca 


gat 


cac 


tga 


540 


eta 


cgc 


get 


ctt 


cgc 


caa 


caa 


cct 


gee 


ate 


570 


cgc 


cgt 


cgt 


tga 


gaa 


ggt 


cac 


ctt 


ctt 


gga 


600 


cga 


cgc 


gca 


ggt 


gaa 


gaa 


get 


caa 


gtc 


cgt 


630 


get 


egg 


egg 


cag 


egg 


eta 


att 


aag 


cag 


•ttc 


660 


tea 


gca 


aag 


gtc 


gtc 


gtg 


gtg 


tea 


gcg 


tgt 


690 


egg 




















693 



<210> 8 
<211> 212 
<212> prote£na 

<213> Hordeum vulgare cv. Scarlett 
<220> 

<223> AGPPasa soluble deducida del cDNA 
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